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要 ;【 目 的) 本 研究 致力 于 构建 一 种 能 够 在 家 看 Bombyx mori 细胞 水 平稳 定 表达 的 简单 基础 启动 
子 , 从 而 更 准确 地 反映 单一 转录 调控 元 件 对 基因 启动 子 活性 的 影响 ,为 研究 家 看 乃至 其 他 昆虫 的 基 
因 和 转录 调控 黄 定 基础 。【 方 法 ] 本 研究 在 本 课题 组 已 报道 的 能 在 家 乔 细 胞 中 稳定 表达 且 基 本 不 含 

上 游 转录 调控 元 件 的 BmVgP78M 启动 子 的 基础 上 ,通过 PCR 技术 在 其 上 游 添 加 一 定 长 度 的 间隔 序 
列 和 能 够 应 答 20- 羟 基 赔 皮 激素 (20E) 且 增强 启动 子 活性 的 BrC-Z2 转录 因子 结合 基 序 (BrC-Z2 
element，BrC-Z2E ) ;通过 基因 克隆 技术 构建 细胞 转 染 载体 ; ee 
基因 系统 检测 启动 子 活性 的 变化 。【 结 果 】 通 过 在 BmVgP78M 启动 子 上 游 添加 28 bp 间隔 序列 ， 

功 构建 了 一 个 简单 基础 启动 子 , 命 名 为 VgP78ML, 并 证 明 其 为 可 用 于 研究 目 简 
单 基础 启动 子 。 经 实验 验证 表明 ,该 简单 基础 启动 子 不 仅 可 以 在 家 蚕 细胞 中 稳定 表达 , 且 其 本 身 活 
性 不 受 20E 及 转录 因子 BrC-Z2 的 影响 ; 当 该 启动 子 上 游 连接 BrC-Z2E 时 ,可 以 显著 地 应 答 20E 及 
BrC-Z2 转录 因子 ， 【结论 ] VgP78ML 能 够 作为 简单 基础 启动 子 应 用 于 
细胞 水 平 对 家 和 剧 基 因 转 录 调 控 进 行 研究 。 同 时 ,其 构建 方法 也 为 其 他 物种 构建 研究 转录 调控 的 简 
单 基础 启动 子 提供 了 参考 。 

关键 词 : 家 蚕 ; 细胞 ; 简单 基础 启动 子 ; 双 荧 光 素 酶 报告 基因 系统 ; 转录 调控 ; 转录 元 件 
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Construction of a simple basal promoter for the research of transcription 


regulatory elements in the silkworm (Bombyx mori) at the cell level 
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Abstract: [Aim] This study aims to construct a simple basic promoter, which can be stably expressed in 
the silkworm (Bombyx mori) cells, so as to reflect the influence of single transcriptional regulatory 
element on gene promoter activity more accurately and lay a foundation for studying the transcriptional 
regulation of the silkworm and even other insects. [ Methods 】 Based on the BmVgP78M promoter 


previously reported in our research group, which can be stably expressed in silkworm cells and hardly 
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contains upstream transcriptional regulatory elements ，interval sequences of a certain length and BrC-Z2 
transcription factor binding motif ( BrC-Z2 element, BrC-Z2E) that can respond to 20-hydroxyecdysone 
(20E) and enhance promoter activity were added to the upstream of BmVgP78M by PCR technique. The 
cell transfection vectors were constructed by gene cloning technique, and the changes of promoter activity 
were detected by cell transfection technique and dual luciferase reporter gene system.【 Results】A simple 
basal promoter named VgP78ML was constructed successfully with a 28 bp interval sequence added to the 
upstream of the BmVgP78M promoter, and proved to be a simple basic promoter to study target 
transcriptional regulatory elements. The verification test results showed that this simple basal promoter not 
only could be stably expressed in silkworm cells, but also was not affected by 20E and transcription factor 
BrC-Z2. When BrC-Z2E was linked to the upstream of this promoter, it could significantly respond to 
20E and BrC-Z2 transcription factor, thereby regulating the expression of reporter gene. 【 Conclusion 】 
VgP78ML can be used as a simple basic promoter to study the transcriptional regulation of genes in 
silkworm at the cell level. At the same time, its construction method also provides a reference for 
constructing simple basic promoter to study the transcriptional regulation in other species. 


Key words: Bombyx mori; cell; simple basal promoter; dual luciferase reporter gene system; 


transcriptional regulation; transcription element 





转录 调控 元 件 是 指 参 与 基因 转录 调控 的 DNA 
序列 ,其 通过 与 特异 的 转录 因子 结合 进而 影响 与 之 
相 联 的 基因 的 表达 量 或 者 表达 的 时 空 特异 性 。 近 年 
来 , 随 着 对 转录 调控 元 件 及 转录 因子 的 深入 研究 , 越 
来 越 多 的 研究 发 现 转 录 调 控 元 件 与 一 些 生 理 活动 以 
及 疾病 等 密切 相关 (Lauderdale et al., 2000; Lettice 
et al., 2003; 李 亚 等 , 2006) 。 同 时 ,转录 调控 元 件 
与 其 相关 联 的 基因 的 进化 密切 相关 , 顺 式 调控 元 件 
的 变化 会 导致 许多 发 育 相 关 基 因 的 表达 量 及 表达 时 
空 发 生 改 变 , 进 而 影响 生物 个 体 的 外 表 性 状 和 生理 
功能 ( Carroll,，2000，2008; Bulger and Groudine, 
2010)。 目前 ,转录 调控 元 件 的 研究 方法 主要 有 信 
息 分 析 和 实验 分 析 两 种 。 信 息 分 析 的 方法 主要 是 从 
基因 组 水 平 进行 序列 分 析 , 基于 高 通 量 测序 的 开放 
染色 质 位 点 发 掘 分析 ,从 而 在 基因 组 水 平 上 揭示 不 
同 的 调控 因子 的 结合 位 点 ( 韩 金 硕 等 , 2017) 。 近 年 
来 , 随 着 越 来 越 多 的 转录 因子 被 研究 ,转录 因子 结合 
位 点 预测 的 数据 库 及 相应 网 站 不 断 完善 ,很 多 在 线 
网 站 和 数据 库 都 收集 了 转录 因子 结合 位 点 核心 基 序 
以 及 相应 转录 因子 的 信息 。 因 此 ,利用 生物 信息 学 
的 方法 对 启动 子 上 的 转录 因子 结合 位 点 进行 预测 分 
析 十 分 简单 方便 。 但 是 预测 分 析 仍 然 存 在 很 高 的 假 
阳性 ,因此 还 需要 进一步 采用 实验 的 方法 对 预测 的 
调控 元 件 进 行 验证 。 

研究 转录 因子 及 其 转录 调控 元 件 的 实验 方法 日 
渐 增 多 , 主要 包括 :经 典 的 凝 胶 阻 滞 实 验 
(electrophoretic mobility shift assay，EMSA ) .酵母 单 




































































杂交 实验 .染色 质 免疫 共 沉 淀 实验 (chromatin 
immunoprecipitation assay，ChIP) 、 互 作 微 孔 板 芯片 
实验 以 及 双 菊 光 素 酶 报告 基因 系统 检测 实验 等 ( 刘 
相 莲 等 , 2017) 。EMSA 是 一 种 能 在 体外 快速 研究 
转录 调控 元 件 和 转录 因子 结合 作用 的 方法 ,现在 也 
可 用 于 研究 特定 RNA 与 蛋白 质 相互 作用 ,同时 也 可 
用 于 定性 和 定量 分 析 。 但 是 这 种 体外 方法 不 能 真实 
地 反映 生物 体内 的 情况 , 常 需 要 与 其 他 方法 共同 进 
行 验证 ( 王 秋 岩 等 , 2015 ) 。 酵 母 单 杂交 实验 不 仅 方 
法 简便 , 耗 时 短 ,日 能 直接 识别 与 转录 因子 结合 的 蛋 
白质 ,但 是 其 存在 较 高 的 假 阳 性 和 假 明 性 ( 座 名 湘 
和 方 福 德 ，2000; 牛 永 东 等 ,2006)。ChIP 可 以 在 
体内 捕获 和 靶 启 动 子 相互 作用 的 蛋白 ,直接 或 间接 
地 识别 基因 组 与 蛋白 质 结合 的 相关 位 点 (Kuo and 
Allis，1999; Horak and Snyder，2002 ) ,但 是 该 技术 
对 抗体 特异 性 要 求 较 高 ( 王 秋 兰 等 , 2015) 。 互 作 微 
孔 板 芯片 实验 可 以 研究 与 启动 子 结合 的 转录 因子 ， 
是 近年 来 在 转录 因子 互 作 研究 领域 刚 出 现 的 新 技 
术 , 但 是 其 技术 体系 还 未 成 熟 ,成 本 相对 较 高 ( 刘 相 
莲 等 , 2017)。 双 严 光 素 酶 报告 基因 系统 检测 实验 
可 以 在 细胞 水 平 高 效 检 测 转录 因子 与 调控 元 件 的 相 
互 作用 ,操作 简单 ,易于 对 结果 进行 定量 分 析 , 成 本 
相对 较 低 。 因 此 , 双 荧 光 素 酶 报告 基因 系统 成 为 研 
究 转录 调控 的 首选 技术 方法 ( 王 秋 岩 等 , 2015 ) 。 双 
荧光 素 酶 报告 基因 系统 检测 技术 研究 转录 调控 元 件 
的 方法 主要 包括 两 种 手段 :一 是 针对 转录 调控 元 件 
对 启动 子 进行 特异 地 截 短 ,分 析 包 含 和 不 包含 转录 
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调控 元 件 对 启动 子 活性 的 影响 ; 男 一 种 是 针对 转录 
调控 元 件 进行 位 点 突变 实验 ,分 析 突 变 前 后 启动 子 
活性 的 变化 。 但 是 特定 的 单一 转录 调控 元 件 对 启动 
子 活性 的 影响 不 一 定 很 大 ,再 加 上 实验 过 程 中 的 操 
作 误 差 ,往往 会 导致 有 无 元 件 时 启动 子 活 性 的 变化 
差异 不 显著 ,进而 导致 实验 结果 的 假 了 明 性 。 为 此 , 研 
究 者 们 经 常 将 转录 调控 元 件 连 接 到 特定 的 基础 启动 
子 上 进行 研究 。 

家 下 Bombyx mori 是 重要 的 经 济 昆虫 ,也 是 重 
要 的 鳞 翅 目 模式 昆虫 。 对 家 看 中 转录 因子 及 其 调控 
元 件 的 研究 ,为 阐明 家 奉 功 能 基因 的 调控 机 制 \. 开 发 
特异 基因 启动 子 英 定 基础 ,进而 能 为 家 不 生物 反应 
器 和 鳝 翅 目 害 虫 防治 等 提供 有 价值 的 参考 。 目 前 ， 
在 细胞 水 平 的 家 不 转录 调控 元 件 的 研究 中 有 用 A4 
启动 子 做 基础 启动 子 ,但 该 启动 子 上 依旧 存在 很 多 
转录 元 件 ,会 影响 家 和 蛋 转 录 元 件 的 活性 研究 。 为 此 ， 
找到 一 种 短 而 有 活性 的 简单 基础 启动 子 对 研究 家 看 
中 低 活性 的 转录 调控 元 件 十 分 重要 。 已 有 的 研究 发 
现 , 突变 型 的 家 看 卵黄 原 和 蛋白 基 因 启 动 子 
BmVgP78M 上 除了 TATA 框 ,基本 不 包含 任何 上 游 
转录 调控 元 件 , 且 能 够 在 家 和 蛋 细 胞 系 中 稳定 表达 
( 刘 红 玲 等 , 2018 ) ,因此 是 比较 理想 的 简单 基础 启 
动 子 的 候选 靶 标 。 为 验证 BmVgP78M 能 否 作为 简 
单 基 础 启动 子 来 研究 转录 调控 元 件 的 活性 ,本 研究 
在 启动 子 BmVgP78M 基础 上 添加 已 报道 的 对 BmVe 
启动 子 活性 有 增强 作用 的 BrC-Z2E 元 件 (Yang et 
al., 2014; Lin ef al., 2017 ) 作为 测试 元 件 ,在 细胞 水 
平 进行 双 效 光 素 酶 报告 基因 系统 实验 , 发现 启动 子 
的 活性 是 显著 降低 的 ,推测 可 能 是 由 于 BrC-Z2F 与 
TATA 框 的 空间 位 阻 效应 ; 然后 对 启动 子 
BmVgP78M 进行 改造 ,主要 是 在 BmVgP78M 与 研究 
的 目标 转录 调控 元 件 之 间 添 加 不 同 长 度 的 间隔 序 
列 ,同时 添加 对 Bmfe 启动 子 活性 有 增强 作用 BrC- 





































































































22E 元 件 , 检 测 对 启动 子 活性 的 影响 ,以 最 终 获 得 适 
用 于 在 细胞 水 平 研 究 家 看 转录 调控 元 件 和 转录 因子 
的 简单 基础 启动 子 ,为 家 看 乃至 其 他 昆虫 转录 调控 
元 件 和 转录 因子 的 研究 奠定 基础 。 








1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 主要 试剂 

Trans-T1 感受 态 细胞 购 自 北京 全 式 金 生物 技术 
有 限 公 司 ; pCL3-Basic 载体 由 本 实验 室 保存 ; psl 
1180-A4-BmBrC-Z2 SV40 和 psl 1180-A4-DsRed 
SV40 细胞 过 表达 载体 , pPRL-VgP78M 内 参 质 粒 和 
BmVgP78M 启动 子 由 本 研究 小 组 保存 ( 刘 红 玲 等 ， 
2018) ;家蚕 BmE-SWU1 细胞 由 本 实验 室 保 存 ; 
Grace 粉末 购 自 Invitrogen 公司 ; 胎 牛 血清 (FBS ) 购 
自 Thermo Scientific” HyClone™” 公司 ; pMD19-T 
Simple 载体 、 限 制 性 内 切 酶 购 自 TaKaRa;20E 购 自 
Sigma 公司 ;X-tremeGENE HP DNA 细胞 转 染 试剂 购 
自 Roche 公司 。 
1.2 不 同 长 度 的 间隔 片段 扩 增 

本 实验 所 用 的 引物 如 表 1 所 示 , 以 BmVgP78M 
启动 子 为 模板 ,分 别 用 上 游 引物 BmVgP78M-F， 
BmVgP78M + BrC-Z2E-F, BmVgP78M + 10-F， 
BmVgP78M +10 + BrC-72E-F, BmVgP78M +20-F 和 
BmVgP78M + 28-F 及 下 游 引 物 BmVgP78M-R 为 引 
物 对 ,进行 PCR 扩 增 ,回收 得 到 的 片段 依次 命名 为 : 
VgP78M, VgP78M + BrC-72E, VegP78M +10, VgP78M + 
10 + BrC-Z2E，VgP78M +20，VgP78M +28。 随 后 ， 
分 别 以 VgP78M + 20 和 VgP78M + 28 为 模板 ,用 
BmVgP78M + 20 + BrC-Z2E-F，BmVgP78M + 28 + 
BrC-Z2E-F 和 BmVgP78M-R 为 引物 对 ,进行 PCR 扩 
增 , 并 将 扩 增 回收 得 到 的 产物 命名 为 : VgP78M + 
20 + BrC-Z2E 和 VgP78M +28 + BrC-Z2E。 


表 1 实验 中 所 用 引物 


Table 1 Primers used in the experiments 


引物 Primers 


引物 序列 Primer sequences (5’ -3') 





BmVgP78M-F 
BmVgP78M + BrC-Z2E-F 
BmVgP78M + 10-F 
BmVgP78M +10 + BrC-Z2E-F 
BmVgP78M +20-F 
BmVgP78M +20 + BrC-Z2E-F 
BmVgP78M +28-F 
BmVgP78M +28 + BrC-Z2E-F 
BmVgP78M-R 





CCGCTCGAGCCTATATAAAGGAAACAGTTCA 
CCGCTCGAGCGCGTTCTAATTTTTACCTATATAAAGGAAACAGTTCA 
CCGCTCGAGTCGGACCCGGCCTATATAAAGGAAACAGTTCA 
CCGCTCGAGCGCGTTCTAATTTTTATCGGACCCGGCCTATATAAAGGAAACAGTTCA 
CCGCTCGAGGATCAGCGGGTCGGACCCGGCCTATATAAAGGAAACAGTTCA 
CCGCTCGAGCGCGTTCTAATTTTTAGATCAGCGGGTCGGACCCGGCCT 
CCGCTCGAGACGGTCTCGATCAGCGGGTCGGACCCGGCCTATATAAAGGAAACAGTTCA 
CCGCTCGAGCGCGTTCTAATTTTTAACGGTCTCGATCAGCGGGTCGGA 
CCCAAGCTTTGTACTAGCTCCGCTGTC 
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1.3 载体 构建 
将 1.2 节 扩 增 得 到 的 片段 连接 至 pMD19-T 
Simple 载体 上 ,然后 将 得 到 的 阳性 菌株 进行 测序 验 
证 。 待 验证 正确 后 ,将 阳性 克隆 提取 质粒 并 用 Xho 
1 AZHind 于 进行 双 酶 切 消化 ,将 其 连接 到 经 过 同样 酶 
切 消化 的 pGL3-Basic 载体 上 ,并 将 得 到 的 阳性 克隆 
提取 质粒 进行 双 酶 切 验 证 ,构建 的 载体 依次 命名 为 : 
pGL3-VgP78M-LUC，pGL3-VgP78M + BrC-Z2E-LUC ， 
pGL3-VgP78M + 10-LUC，pGL3-VgP78M + 10 + BrC- 
72E-LUC, pGL3-VgP78M +20-LUC，pGL3-VgP78M + 
20 + BrC-72E-LUC, pGL3-VgP78M +28-LUC，pGL3- 
VgP78M +28 + BrC-Z2E-LUC。 
1.4 细胞 培养 及 转 染 

家 看 BmE-SWU1 细胞 用 含 10% 胎 牛 血清 
(FBS) 的 Grace 培养 基于 27 % 培养 箱 中 进行 培养 。 
待 细胞 生长 状态 较 好 时 ,将 BmE-SWU1 细胞 (1 x 
10° 个 / 孔 ) 平 铺 于 24 孔 板 中 ,在 27% 培养 箱 、 
培养 12 h 以 后 ,按照 转 染 试剂 操作 说 明 进 行 转 染 
验 :每 孔 将 1. 3 节 构 建 的 质粒 和 psl a 
BmBrC-Z2 SV40 分 别 与 脂 质 体 按 1 pg:3 pL 的 比例 
加 入 到 100 pL 不 含 血清 的 Grace 培养 基 中 混 匀 , 静 
置 15 min 后 ,加 入 到 细胞 培养 板 中 ,培养 5~8h 后 
换 成 含 10% FBS 的 Grace 培养 基 继 续 培 养 24 ~ 
48 h 后 收集 细胞 进行 酶 活性 分 析 。 
1.5 激素 人 处理 

当 1.4 节 家 等 BmE-SWU1 细胞 转 染 换 成 含 
10% FBS 的 Grace 培养 基 时 加 入 用 二 甲 基 亚 硕 
( DMSO) 溶 解 的 20E ,使 其 终 浓 度 为 10 “mol/L。 
1.6 数据 分 析 

序列 比 对 采用 BioEdit 和 ClustalX 软件 。 统 计 
分 析 采 用 CraphPad Prism 5 软件 进行 。 测 定 启动 子 
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双 荧 光 素 酶 活性 时 ,每 组 实验 均 重 复 3 次 ,最 终结 果 
取 平 均值 + 标准 误 ;不 同 数据 间 的 差异 显著 性 分 析 
采用 1 检验。 


2 结果 

















2.1 不 同 长 度 间隔 序列 的 测试 启动 子 的 克隆 
本 研究 利用 引物 合成 的 方法 ,在 启动 子 
BmVgP78M 上 游 添 加 不 同 长 度 的 间隔 序列 ,引物 序 
列 ( 表 1) 所 示 。 随 后 ,以 BrC-Z2E 为 测试 元 件 ,通过 
PCR 扩 增 获得 不 同 间隔 长 度 的 测试 启动 子 ,通过 琼 
和 糖 凝 胶 电 泳 检 测 ,结果 显示 ,条 带 单 一 ,与 预测 片 
段 大 小 一 致 (图 1) ,表明 扩 增 成 功 。 将 获得 的 启动 
子 序列 克隆 到 pMD19-T Simple 载体 上 ,并 进行 测序 
分 析 , 结 果 显示 ,与 设计 的 间隔 序列 和 启动 子 序列 一 

























































































致 (图 2) ,表明 已 成 功 元 隆 获得 了 包含 不 同 长 度 间 
隔 的 测试 启动 子 。 


M 1 3 4 5 6 7 8 





图 1 不 同 长 度 间隔 序列 的 测试 启动 子 电 泳 检测 
Fig. 1 
sequences of different lengths by electrophoresis 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1: VgP78M; 2 : 
VgP78M + BrC-Z2E; 3: VgP78M +10; 4: VgP78M +10 + BrC-Z22E; 
5: VsgP78M +20; 6: VgP78M +20 + BrC-Z2E;7: VgP78M +28; 8: 
VgP78M +28 + BrC-22E. 


Detection of test promoters with interval 





(> GACAG 2 
CTTCAACCAGAGATCTTCOACATCCCTTOCCAGCTCACCAGACTCACACCCGACCTACTACA 


图 2 不 同 长 度 测试 启动 子 的 克隆 序列 比 对 分 析 


Fig. 2 Alignment of the cloning sequences of different lengths of test promoters 
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2.2 不 同 长 度 间隔 序列 的 测试 启动 子 的 细胞 转 染 
载体 的 构建 

为 了 找到 合适 的 简单 基础 启动 子 用 于 细胞 水 平 
家 看 转录 调控 元 件 的 研究 ,本 研究 将 获得 的 不 同 长 
度 的 测试 启动 子 双 酶 切 后 连接 到 pGL3-Basic 载体 
上 ,然后 转 人 大肠 杆 菌 Escherichia coli Trans-T] 感受 
态 细胞 ,并 利用 菌 液 PCR 筛选 阳性 克隆 , 对 获得 的 
阳性 菌株 扩大 培养 后 提取 质粒 ,并 用 Xho 工 ]Binrd 亚 
进行 双 酶 切 验 证 , 酶 切 后 电泳 检测 结果 显示 ,其 片段 
大 小 与 预测 片段 大 小 一 致 (图 3) ,表明 不 同 长 度 间 
隔 测试 启动 子 的 细胞 转 染 载体 构建 成 功 。 
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图 3 不 同 长 度 测试 启动 子 的 家 不 BmE-SWU1 
细胞 转 染 载体 的 Xho [AHind 焉 双 酶 切 鉴 定 
Fig. 3 Identification of silkworm BmE-SWUI1 cell 


transfection vectors of different lengths of 














test promoters with Xho [1 /Hind 亚 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1, 3, 5,7,9， 
11, 13，15: 依次 为 bGL3-VgP78M-LUC，pGL3-VgP78M + BrC- 
Z2E-LUC, pGL3-VgP78M + 10-LUC, pGL3-VgP78M + 10 + BrC- 
Z2E-LUC, pGL3-VgP78M + 20-LUC, pGL3-VgP78M + 20 + BrC- 
Z2E-LUC, pCGL3-VegP78M + 28-LUC 和 pGL3-VgP78M + 28 + BrC- 
Z2F-LUC 质粒 Plasmids pGL3-VgP78M-LUC, pGL3-VgP78M + BrC- 
Z2E-LUC, pGL3-VgP78M + 10-LUC, pGL3-VgP78M + 10 + BrC- 
Z2E-LUC, pGL3-VgP78M + 20-LUC, pGL3-VgP78M + 20 + BrC- 
Z2E-LUC, pGL3-VgP78M + 28-LUC and pGL3-VgP78M + 28 + BrC- 
Z2F-LUC in order, respectively; 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16: 依次 
为 编号 1,3,5,7,9, 11, 13 和 15 对 应 质粒 的 双 酶 切 产 物 Double 


digestion products of the corresponding plasmids of numbers 1, 3, 5, 





7,9, 11, 13 and 15 in order, respectively. 


2.3 BrC-Z2E 元 件 对 VgP78M +28 启动 子 活性 的 
影响 

为 了 获得 最 适 的 可 用 于 家 和 看 转录 因子 研究 的 简 
单 基 础 启动 子 , 本 研究 将 不 同 长 度 间 隔 的 测试 启动 
子 的 细胞 转 染 载体 转 入 家 人 蛋 BmE-SWU1 细胞 。 转 
染 24 h 后 ,进行 交 光 素 酶 活性 分 析 显 示 ( 图 4), 当 
pG13-VgP78M 连接 上 BrC-Z2F 元 件 后 ,可 能 是 由 于 
空间 位 阻 效应 ,荧光 素 酶 活性 显著 降低 ; 当 加 入 10 bp 
的 间隔 序列 后 再 连接 上 BrC-Z2E 元 件 时 ,荧光 素 酶 
活性 降低 的 程度 得 到 部 分 缓解 ; 当 加 入 20 bp 的 间 







































































隔 序列 ,区 光 素 酶 活性 与 不 连接 BrC-Z2E 时 差异 不 
显著 ,这 些 结果 都 与 已 报道 的 BrC-Z2E 元 件 可 诱导 
启动 子 活性 的 结果 相悖 ;而 将 间隔 序列 增加 到 28 bp 
时 ,与 对 照相 比 ,BrC-Z2E 能 显著 上 调 荧 光 素 酶 的 活 
性 ,这 与 文献 报道 的 结果 一 致 (Yang et al.,，2014; 
Lin ef al.，2017)。 这 些 结果 表明 ,VgP78M， 
VgP78M +10，VgP78M +20 启动 子 上 连接 调控 元 件 
均 不 能 正常 显示 元 件 对 其 启动 子 活性 的 影响 ,因此 
不 能 作为 简单 基础 启动 子 研 究 转 录 调 控 元 件 的 活 
性 ;而 VgP78M + 28 启动 子 上 连接 BrC-Z2E, BrC- 
Z2F 元 件 就 能 正常 发 挥 元 件 增强 启动 子 活 性 的 作 
用 ,因此 VgP78M + 28 可 用 作 简 单 基 础 启动 子 研究 
转录 调控 元 件 及 转录 因子 对 目的 基因 启动 子 活性 的 
调控 作用 。 我 们 将 VgP78M +28 命名 为 VgP78ML。 
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相对 痰 光 素 酶 活性 (Fluc/Rluc) 
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图 4 不 同 长 度 测试 启动 子 的 细胞 转 染 载体 
奖 光 素 酶 活性 检测 


Fig. 4 Detection of luciferase activity in cell transfection 





vectors of different lengths of test promoters 
图 中 数据 为 平均 值 圭 标准 误 (n =3); 不 同 数据 间 的 差异 显著 性 
分 析 采 用 1 检验 (“P<0.01; NSp>0. 05 ) 。Data in the figure are 


means + SE (n=3). The significance of difference between different 





























data was tested by t-test (* P<0.01; VP >0.05). 


2.4 VgP78M +28 + BrC-Z2E 启动 子 可 正常 应 答 
过 表达 的 BrC-Z2 转录 因子 

为 进一步 证 实 VgP78ML 可 用 作 简 单 基础 启动 
子 研究 转录 调控 元 件 活 性 及 转录 因子 的 调控 作用 ， 
本 研究 分 别 将 不 同 长 度 间 隔 的 启动 子 的 测试 载体 与 
psl 1180-A4-BmBrC-Z2 SV40 共 转 染 家 看 BmE- 
SWU1 细胞 。 转 染 48 h 后 ,通过 艾 光 素 酶 活性 分 析 
发 现 ,只 有 VgP78ML 添加 测试 元 件 后 ,启动 子 活性 
比 未 添加 测试 元 件 相 比 显著 增强 ,此 外 过 表达 的 
BrC-Z2 能 够 显著 诱导 VgP78M + 28 + BrC-Z2E 荧光 
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素 酶 的 活性 上 调 ( 图 5) ,这 与 文献 报道 
2014; Lin et ol.，2017 ) 的 一 致 , 进一步 表明 


(Yang et al., 








VgP78 ML 可 用 作 简单 基础 启 动 子 研究 转录 调控 元 
件 及 转录 因子 的 调控 。 
2 DsRed | 
EN BrC-72 


Relative luciferase activity 














相对 荧光 素 酶 活性 (Fluc/Rluc) 





图 5 过 表达 BrC-22 转录 因子 对 不 同 长 度 
测试 启动 子 活性 的 影响 


Fig. $ Effect of overexpression of BrC-Z2 transcription 





factor on the activity of different lengths 
of test promoters 
图 例 代 表 过 表达 BrC-22; 以 过 表达 DsRed 作为 对 照 ; 图 中 数据 为 
平均 值 上 标准 误 (n =3) ; 不 同 数据 间 的 差异 显著 性 分 析 采 用 1 检 
验 (*P<0.05; “P<0.01; SP >0.05), The legend represents 





























overexpression of BrC-Z2 ，and overexpression of DsRed was used as 
the control. Data in the figure are means + SE (n=3). The difference 
significance analysis between different data uses the t-test (~ P < 


0.05; “P<0.01; SP >0.05). 


2.5 20E 对 VgP78M + 28 + BrC-Z2E 启动 子 活性 
的 影响 

BrC-Z2 是 赔 皮 激素 早期 应 答 基 因 , 为 了 更 有 力 
地 证 明 VgP78ML 可 用 作 简 单 基础 启动 子 研 究 转 录 
调控 元 件 及 转录 因子 对 目的 基因 启动 子 活性 的 调控 
作用 ,本 研究 将 不 同 长 度 间隔 序列 的 启动 子 的 测试 
载体 转 染 家 和 大 BME-SWU1 细胞 后 ,用 20E 进行 处 
理 ,处 理 24 h 后 进行 灭 光 素 酶 活性 分 析 检 测 ,结果 
发 现 20E 处 理 不 会 诱导 pGL3-VgP78M + 28 奖 光 素 
酶 活性 ,但 会 显著 上 调 pCG13-VgP78M + 28 + BrC- 
Z2E 区 光 素 酶 活性 (图 6)。 表 明 VgP78M + 28 + 
BrC-Z2E 测试 启动 子 上 的 BrC-Z2 元 件 可 以 应 答 
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图 6 赔 皮 激素 对 不 同 长 度 测试 启动 子 活性 的 影响 


Fig. 6 Effect of ecdysone on the activity of 





different lengths of test promoters 
晓 皮 激素 处 理 的 浓度 为 10 -5 mol/L, 以 0.1% 的 DMSO 为 对 照 ;不 
同 数据 间 的 差异 显著 性 分 析 采 用 ,检验 (“P<0.01; SP > 
0. 05) 。The concentration of ecdysone is 10-° mol/L, and 0. 1% 
DMSO was used as the control. The difference significance analysis 


* P<0.01; SP>0.05). 


























between different data uses the t-test ( 


3 讨论 
家 盔 卵 黄 原 蛋白 基因 启动 子 的 突变 形式 








BmVgP78M ,预测 除 基 础 转录 元 件 外 ,不 含 其 他 上 游 
转录 调控 元 件 ,而 且 本 课题 组 之 前 的 研究 发 现 该 启 
动 子 在 家 看 细 胞 中 稳定 表达 , 且 启 动 子 的 表达 活性 
适中 ( 刘 红 玲 等 , 2018)。 因 此 ,本 研究 最 开始 选用 
BmVgP78M 作为 简单 基础 启动 子 来 研究 转录 调控 元 
件 的 活性 ,以 期 能 够 更 好 地 反映 一 些 低 活性 的 转录 
元 件 作 用 , 消除 其 他 元 件 的 和 干扰。 但 当 以 
BmVgP78M 为 简单 基础 启动 子 , 在 其 上 游 连接 具有 
上 调 启 动 子 活性 的 测试 转录 元 件 时 ,发 现 启动 子 的 
活性 总 是 显著 降低 ,推测 原因 可 能 是 由 于 连接 的 测 
试 元 件 与 TATA 框 的 距离 过 近 , 导 臻 转录 时 转录 因 

子 结合 到 启动 子 上 产生 空间 位 阻 , 进 而 使 启动 子 的 
活性 降低 。 为 了 消除 这 种 空间 位 阻 作 用 ,本 研究 通 
过 在 启动 子 上 游 连 接 不 同 长 度 间 隔 序列 ,并 以 文献 
中 已 报道 的 BrC-22 的 转录 因子 结合 位 点 为 例 ,对 启 
















































































20E ,提高 简单 基础 启动 子 活性 ,这 与 已 报道 的 结果 
2014; Lin et al., 2017) 相 一 致 。 这 些 
结果 进一步 证 实 了 VgP78ML 可 作为 简单 基础 启动 
子 研究 转录 调控 元 件 及 转录 因子 对 目的 基因 启动 子 
活性 的 调控 作用 。 


( Yang et al., 


























动 子 进行 测试 ,筛选 合适 的 间隔 序列 ,进而 寻求 到 适 
合家 泰 细胞 研究 基因 调控 的 最 适 简 单 基础 启动 子 。 








为 了 让 简单 基础 启动 子 的 运用 范围 更 广 ,能够 
适用 于 家 不 绝 大 多 数 转录 调控 元 件 的 研究 ,在 选取 
间隔 序列 来 构建 不 同 长 度 测试 启动 子 时 ,本 研究 选 
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用 了 家 答 卵 黄 原 蛋白 的 内 含 子 序 列 , 并 结合 在 线 网 
站 对 其 转录 调控 元 件 进 行 预测 ,最 终 选 择 不 含 任何 
预测 转录 调控 元 件 的 序列 为 间隔 序列 ,避免 了 间隔 
序列 的 干扰 影响 ,从 而 使 得 双 荧 光 素 酶 报告 基因 系 
统 检测 的 获 光 素 酶 活性 的 变化 可 以 完全 体现 出 目标 
转录 调控 元 件 的 作用 。 

VgP78ML 这 一 简单 基础 启动 子 利用 的 是 家 看 
卵黄 原 蛋白 启动 子 的 改造 形式 ,而 卵黄 原 蛋 白 广泛 
存在 于 昆虫 体内 ,那么 该 简单 基础 启动 子 能 否 广泛 
运用 于 其 他 细胞 系 呢 ? 之 前 的 研究 表明 ， 
BmVgP78M 可 以 在 草地 贪 夜 蛾 卵巢 细胞 S89 细胞 中 
稳定 表达 ( 刘 红 玲 等 ,2018) ,这 暗示 了 其 不 仅 可 以 
应 用 于 家 等 细胞 系 , 同 时 也 可 能 可 以 应 用 于 其 他 昆 
虫 细胞 系 ,从 而 扩大 了 该 简单 基础 启动 子 的 应 用 范 
围 。 该 简单 基础 启动 子 是 否 能 完全 应 用 于 昆虫 细胞 
去 研究 转录 元 件 及 转录 因子 ,还 需要 进一步 的 研究 
测试 。 

由 于 转录 因子 对 基因 的 表达 调控 往往 是 多 个 转 
录 因 子 共 同调 控 的 结果 ,本 研究 选用 不 包含 上 游 转 
录 元 件 的 简单 基础 启动 子 去 研究 目标 转录 元 件 的 活 
性 ,不仅 可 以 消除 其 他 元 件 的 干扰 ,同时 也 能 显著 地 
示 一 些 低 活性 的 微调 控 转 录 元 件 的 作用 。 因 此 利 
用 该 简单 基础 启动 子 对 转录 调控 元 件 及 相应 的 转录 
因子 进行 研究 ,能 够 更 全 面 地 阐释 基因 的 具体 调控 
机 制 。 总 之 ,本 研究 成 功 构建 了 适 于 家 春 乃 至 其 他 
昆虫 细胞 研究 转录 调控 元 件 及 转录 因子 的 简单 基础 
启动 子 VgP78ML。 该 简单 基础 启动 子 的 应 用 进 一 
步 拓展 了 家 和 看 卵黄 原 蛋 白 基 因 启 动 子 的 应 用 。 另 
外 ,该 简单 基础 启动 子 的 构建 方法 也 为 其 他 物种 中 
适宜 的 简单 基础 启动 子 的 构建 商定 了 基础 。 
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